










































カル ス誘 導 培 地;2mg/Lの2,4-D(2,4-dichlorophenoxyaceticacid)を含 むMS培 地(2.5%シュー ク




10mg/Lのアセ トシリンゴンを含 むMS培 地。昨年 度 まで は2,iを 含 んでいたが 、
今 年 度か らは2-ipを加 えることにした。
200mg/Lのクラフォランを含 むMS培 地。これ も昨年度 までは2,4-Dを含んでいた
が、今年 度 からは2-ipを加 えることにした。
10mg/Lの2-ip(N6-2-isopentenyladenine)、200mg/Lのクラフォラン、形質 転換 体
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実際 に再分 化 が起こっているカルスに遺 伝子 が導 入 され ているのか どうかを、GUS遺伝 子産 物 で
ある β一 グル クロニダー ゼ の活性 の有無 とPCR(polymerasechainreaction)によってGUS遺 伝 子 が
増 幅 さ れ る か ど うか に よ っ て 調 べ た 。 β 一 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 はX-glut
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl一β一glucuronide)溶液 中にカル スを浸し、保 温 す るとGUS遺 伝子 を発
現 している細 胞 はX-glutを分解 し青 く染 まることから調べ ることができる(GUS染色 法)。カナ マイシン
選 抜 の方 では再 分化培 地 上 で生育 しているカル ス26個 のうち2個で、ハ イグロマイシン選抜 の方で
は11個 のうち1個で青 く染 まってい る部分 を確認 す ることができた(図4)。再分 化培 地上 で生 育して
いるカル スにっ いてPCR法 によって調 べた場 合、カナマイシンで選抜 した場合 には24個 のカルスの
うち8個で 、ハイグロマイシンの場合 は14個のカル スのうち2個 でGUS遺 伝子 が増 幅された(図5)。ま






































図4.GUS染 色 を行 ったカルス
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図5.PCR産物の電気泳動
矢印が増幅されたGUS遺伝子産物
ハイグロマイシンで選抜を行った場合の方がハイグロマイシン感受性のカルスを識別しやすいと判
ったが、カナマイシンを用いた場合もハイグロマイシンを用いた場合も、再分化培地上で成長してい
るカルスでも、シュートを形成しているものでさえ、非形質転換体である場合が多い。そのため形質転
i換体であるかどうかの判断は抗生物質による選抜だけでは不十分で、GUS染色、PCR法、さらには
GenomicSouthernHybridization(GSH)を行う必要があると考えられる。
今後の課題
本年度の研究では多くのカルスで再分化が誘導され、1-2%の割合でシュートが形成されるように
なった。しかしシュートを形成しても発根しないものがほとんどで、発根を誘導する効率の良い条件を
見つけだす必要があると考えられる。それでもこれまでに発根培地で根の形成が誘導されたものが
いくつか得られたが、GSH法などによる確認がまだとられておらず、正式に形質転換体を断言できる
にいたっていない。今後は発根条件を改善し、実際にタマネギの塊茎部分での外来遺伝子の発現量
を調べ、タマネギを物質生産のための植物工場として利用できる可能性があるかないかなどを検討し
ていく予定である。
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